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(54) Title: INHIBITOR PROTEIN OF THE WNT SIGNAL PATHWAY 
(54) Bezeichnung: INHIBITOR-PROTEIN DES WNT-SIONALWEGS 
(57) Abstract 

An inhibitor protein of the wnt signal pathway, a DNA coding for such a protein and a process for preparing such a protein are 
disclosed, as well as the use of the DNA and protein and antibodies against said protein. 

(57) 7-nf^tnmynfwsffung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Inhibitor-Protein dea wm-Signalwegs, eine ein solches Protein todierende DNA und ein 
Verfahren zur Herstellung etnes sotchen Proteins. Pemer betrifft die Erfindung die Verwendung der DNA und dea Proteins sowie gegen 
das Protein gerichtete Antikdrper. 
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Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs, eine 
ein solches Protein kodierende DNA und ein Verfahren zur Herstellung eines 
solchen Proteins. Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung der DNA und des 
Proteins sowie gegen das Protein gerichtete Antikorper. 

5 

Der wnt-Signalweg spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der Zellprolifera- 
tion und -Differenzierung wahrend der Embryonal-Entwicklung von Drosophila, 
Xenopus laevis und der Maus. Der wnt-Signalweg umfa&t die Kombination von 
sekretorischen Glykoproteinen, die durch wnt-Gene, z.B. Xwnt-8, kodiert sind, 
1 0 und wnt-Bezeptoren, an die die Glykoproteine binden. Ferner ist der wnt-Signal- 
weg beim Menschen kausal im Colon- und Mammakarzinom sowie dem Mela- 
nom impliziert (vgl. Peifer, M., Science 275, (1997), 1752-1753). Inhibitoren 
des wnt-Signalwegs kdnntendahereine MSglichkeit darstellen, therapeutisch bei 
Tumorerkrankungen eingreifen zu konnen. 

15 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzu- 
stellen, mit dem der wnt-Signalweg inhibiert werden kann. 

ErfindungsgemaB wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
20 erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Inhibitor-Protein des wnt- 
Signalwegs, wobei das Protein zumindest eine der in Fig. 1 angegebenen Amino- 
saure-Konsensus-Sequenzen I und II umfalit. 

25 

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis des Anmelders, daft in 
Tieren, besonders Saugetieren, ganz besonders dem Menschen, ein Protein 
existiert, das den wnt-Signalweg inhibiert. Der Anmelder hat gefunden, da& die 
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Expression des wnt-Gens, Xwnt-8, in Xenopus laevis zur Ausbildung von Siame- 
sischen Zwillingen fuhrt. Diese MiGbildung wird verhindert, wenn gleichzeitig das 
vorstehende Protein exprimiert wird. Dieses Protein ist ein sekretorisches Protein 

von etwa 40 kD. Es weist zumindest eine der in Fig. 1 angegebenen Cystein- 
5 reichen Aminosaure-Konsensus-Sequenzen I und II auf. Varianten des Proteins 

sind in Form ihrer DNAs in Fig. 2 angegeben. Desweiteren hat der Anrhelder 

erkannt, daS Varianten des Proteins in unterschiedlichen Geweben exprimiert 

werden (vgl. Tabelie 1 und Fig. 3). 

10 In der vorliegenden Erfindung wird vorstehendes Protein mit " wnt-lnhibitor" 
(wnt-l) bezeichnet. 

In bevorzugter Ausfuhrungsform weist (wnt-l) die in Fig. 1 angegebenen Amino- 
saure-Konsenus-Sequenzen I und II auf. 



15 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine fur (wnt-l) kodieren- 
de Nukleinsaure. Diese kann eine RNA oder eine DNA sein. Letztere kann z.B. 
eine genomische DNA oder eine cDNA sein. Bevorzugt ist eine DNA, die folgen- 
des umfa&t: 

(a) die DNA von Fig. 2 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare 
unterschiedliche DNA, 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA, oder 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten genetischen 
Code verwandte DNA. 



30 



Der Ausdruck "hybridisierende DNA M weist auf eine DNA hin, die unter ublichen 
Bedingungen, insbesondere bei 20°C unter dem Schmelzpunkt der DNA, mit 
einer DNA von (a) hybridisiert. 
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Die DNA von Fig, 2 umfaSt sieben DNAs, die aus Xenopus laevis, Maus, 
Mensch oder Huhn stammen und fur (wnM) kodieren. Sechs dieser DNAs 
wurden bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zell- 
kulturen) am 19. Sept. 1997 wie folgt hinterlegt: 

5 

Fig. 2.1 (DNA aus Mensch) ais phdkk-3 unter DSM 11762 
Fig. 2.2 . (DNA aus Huhn) tragt die Bezeichnung pcdkk-3 
Fig. 2.3 (DNA aus Maus) als pmdkk-2 unter DSM 1 1759 
Fig. 2.4 (DNA aus Mensch) als phdkk-2 unter DSM 1 1761 
10 Fig. 2.5 (DNA aus Maus) als pmdkk-1 unter DMS 1 1 758 
Fig. 2.6 (DNA aus Mensch) als phdkk-1 unter DSM 1 1760 
Fig. 2.7 (DNA aus Xenopus laevis) als pRNdkk-1 unter DSM 11757 

Nachstehend wird eine erfindungsgemaGe DNA in Form einer cDNA beschrieben. 
1 5 Diese stent beispielhaft fur jede unter die vorliegende Erfindung fallende DNA. 



Zur Hersteltung einer erfindungsgemaQen cDNA ist es gunstig, von einer Xeno- 
pus laevis-cDNA-Bibliothek auszugehen (vgl. Glinka, A. et aL, Mechanisms 
Develope 60, (1996), 221-231). Von den einzelnen cDNA-Klonen werden 

20 mittels RNA-Polymerase entsprechende mRNAs synthetisiert. Diese werden 
zusammen mit mRNA von wnt-Genen, z.B. Xwnt-8, in Xenopus laevis mikroinji- 
ziert. Es wird auf die Ausbildung von Siamesischen Zwiltingen bei Xenopus 
laevis gescreent. Diese werden erhalten, wenn die mRNA des wnt-Gens alleine 
oder zusammen mit solcher Xenopus laevis mRNA mikroinjiziert wird, die nicht 

25 fur (wnt-l) kodiert. Das Nicht-Auftreten von Siamesischen Zwillingen wird somit 
als Nachweis fur das Vorliegen einer mRNA gewertet, die fur (wnt-l) kodiert. 
Solch eine mRNA ta&t unmittelbar die entsprechende cDNA erkennen. 

Eine erfindunggemaSe cDNA kann in einem Vektor bzw. Expressionsvektor 
30 vorliegen. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Falle eines Ex- 
pressionsvektors fur E. coli sind dies z.B. pGEMEX, pUC-Derivate, pGEX-2T, 
pET3b und pQE-8. Fur die Expression in Hefe sind z.B- pY100 und Ycpadl zu 
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nennen, wahrend fur die Expression in tierischen Zellen z.B. pKCR, pEFBOS, 
cDM8 und pCEV4, anzugeben sind. Fur die Expression in Insektenzellen eignei 
sich besonders der Baculovirus-Expressionsvektor pAcSGHisNT-A. 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, urn eine, erfindungsgema&e, in einem 
Expressionsvektor vorliegende cDNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen 
umfassen die E.coli-Stamme HB101, DH1, x1776, JM101, JM 109, BL21 und 
SG 1 3009, den Hefe-Stamm Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen 
L, 3T3, FM3A, CHO, COS, Vero und HeLa sowie die Insektenzellen sf9. 



Der Fachmann weiG, in welcher Weise eine erfindungsgemafie cDNA in etnen 
Expressionsvektor inseriert werden mufc. Ihm ist auch bekannt, daG diese cDNA 
in Verbindung mit einer fur ein anderes Protein bzw. Peptid kodierenden DNA 
inseriert werden kann, so da& die erfindungsgemaSe cDNA in Form eines Fu- 
1 5 sionsproteins exprimiert werden kann. 



Des weiteren kennt der Fachmann Bedingungen, transformierte bzw. trans- 
fizierte Zellen zu kultivieren. Auch sind ihm Verfahren bekannt, das durch die 
erfindungsgemaSe cONA exprimierte Protein zu isolieren und zu reinigen. Ein 
20 solches Protein, das auch ein Fusionsprotein sein kann, ist somit ebenfalls 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein gegen ein vorstehen- 
des Protein bzw, Fusionsprotein gerichteter Antikorper, Ein solcher Antikorper 

25 kann durch ubliche Verfahren hergestellt werden. Er kann polyklonal bzw. 
monoklonal sein. Zu seiner Herstellung ist es gunstig, Tiere, insbesondere 
Kaninchen oder HGhner fur einen polyklonaien und Mause fur einen monoklona* 
len Antikorper, mit einem vorstehenden (Fusions)protein oder Fragmenten davon 
zu immunisieren. Weitere "Booster" der Tiere konnen mit dem gleichen (Fu- 

30 sions)protein Oder Fragmenten davon erfolgen. Der polyklonale Antikorper kann 
dann aus dem Serum bzw. Eigelb der Tiere erhalten werden. Fur den monoklo- 
nalen Antikorper werden Milzzellen der Tiere mit Myelomzellen fusioniert. 
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Die vorliegende Erfindung ermoglicht es, den wnt-Signalweg besser zu unter- 
suchen und zu verstehen. Mit einem erfindungsgemafien Antikdrper kann (wnt-l) 
in Organismen nachgewiesen werden. Ferner kann mit einem erfindungsgema- 
fcen {wnt-D ein gegen dieses Protein gerichteter Autoantikorper nachgewiesen 
5 werden. Beide Nachweise konnen durch ubliche Verfahren, insbesondere einen 
Western Blot, einen ELISA, eine Immunprazipitation oder durch Immunfluo- 
reszenz, erfolgen. Desweiteren kann mit einer erfindungsgemafien Nukleinsaure, 
insbesondereemer DNA und hiervon abgeleiteten Primern, die Expression des fur 
(wnt-l) kodierenden Gens nachgewiesen werden. Dieser Nachweis kann in 
10 ublicher Weise, insbesondere in einem Southern Blot, erfolgen. 

Somit konnen mit der vorliegenden Erfindung auch Prozesse besser untersucht, 
d.h. diagnostiziert, und verstanden werden, die mit dem wnt-Signalweg zusam- 
menhangen. Dies sind z.B. Zellproiiferation und -Differenzierung sowie Erkran- 
15 kungen verschiedenster Art. Beispiele von letzteren sind Erkrankungen des 
Auges und der Knochen sowie Tumorerkrankungen, insbesondere Colon- und 
Mammakarzinom sowie Melanom. 

Desweiteren eignet sich die vorliegende Erfindung, Maftnahmen fur und gegen 
20 das Voriiegen von (wnt-l) in Organismen zu ergreifen. Mit einem erfindungs- 
gemafien Antikdrper kann (wnt-l) in Organismen inhibiert werden. Andererseits 
kann mit einem erfindungsgema&en (wnt-l), insbesondere nach Kopplung an ein 
vom Kdrper nicht als fremd angesehenes Protein, z.B. Transferrin oder BSA, die 
Menge von (wnt-l) in Organismen erhoht werden. Entsprechendeskann auch mit 
25 einer erfindungsgemaSen Nukleinsaure, insbesondere einer DNA, erreicht wer- 
den, die unter die Kontrolle eines in bestimmten Geweben induzierbaren Promo- 
tors gestellt wird und nach ihrer Expression zur Bereitstellung von (wnt-l) in 
diesen Geweben fuhrt. Daruberhinaus kann eine erfindungsgemaBe Nuklein- 
saure, insbesondere eine DNA, auch zur Inhibierung von (wnt-l) genutzt werden. 
30 Hierzu wird die Nukleinsaure, z.B. als Basis fur die Ersteilung von Anti-Sinn- 
Oligonukleotiden zur Expressions-lnhibierung des fur (wnt-l) kodierenden Gens 
verwendet 
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Somit stellt die vorliegende Erfindung auch die Moglichkeit bereit, in den wnt- 
Signalweg aktivierend bzw. inhibierend einzugreifen. Erstes konnte z.B durch 
Verabreichung eines erfindungsgemafcen Antikdrpers gegen (wnt-l) erfolgen. Fur 
letzteres bietet sich an, erfindungsgemafces (wnt-l) zu verabreichen. Die Aktivie- 
rung des wnt-Signalwegs konnte sinnvoll sein, wenn daran gedacht wird, 
Organismen fur Organspende zu zuchten. Die Inhibierung des wnt-Signalwegs 
bietet sich allerdings an, urn therapeutisch bei Erkrankungen von Knochen und 
des Auges sowie bei Tumorerkrankungen, insbesondere Colon- und Mammakar- 
zinomen sowie Meianom, eingreifen zu konnen. 

Insbesondere zeichnet sich die vorliegende Erfindung dadurch aus, daG sie 
gewebespezifisch eingesetzt werden kann. Dies gilt sowohl fur Diagnose ais 
auch fur Therapie. Beispielsweise eignet sich eine erfindungsgemafce DNA, DKK- 
1 , ein entsprechendes Protein bzw. ein Antikdrper davon besonders fur Gewebe, 
wie Gehirn, Herz, GefaGe, Knochen, Knorpel, Bindegewebe und Auge. Ferner 
eignet sich eine erfindungsgemaGe DNA, DKK-2, ein entsprechendes Protein 
bzw. ein Antikdrper davon besonders fur Gewebe, wie Gehirn, Herz, GefaGe, 
Knochen, Bindegewebe, Nieren, Hoden, Milz, Ovarien, Muskel, Uterus, Knorpel, 
Auge und Brustdruse. Desweiteren eignet sich eine erfindungsgemaGe DNA, 
DKK-3, ein entsprechendes Protein bzw. ein Antikdrper davon, besonders fur 
Gewebe, wie Gehirn, Herz, GefaGe, Knochen, Knorpel, Auge, Bindegewebe, 
Lunge, Ovarien, Muskel und Brustdriise. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen: 

Fig. 1 zeigt die Aminosaure-Konsensus-Sequenzen I und II eines erfin- 

dungsgemaGen (wnt-l). Die Angabe H -" bedeutet eine Aminosaure, 
wobei die Zahlder Aminosauren variabel ist, wenn sie einen Stern 
aufweisen, 



Fig. 2 zeigt die Basensequenz von sieben (wnt-l) kodierenden DNAs mit 
Angabe der Basen, die zu den Aminosaure-Konsensus-Sequenzen 
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von {wnt-l) beitragen. 

Fig. 3 zeigt die Expression von drei (wnt-l) kodierenden DNAs, DKK-1 , 

DKK-2 und DKK-3, in Geweben. 

5 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachstehenden Seispiele erlautert. 

Beispiel 1: Herstellung und Reinigung eines erfindungsgema&en (wnt-l) 

Zur Herstellung eines erfindungsgemalien (wtn-l) wurde die DNA von Fig. 2.6, 

10 phdkk-1 mit Bam Hl-Linkern versehen, anschlie&end mit Bam HI gespalten und 
in den mit Bam HI gespaltenen Expressionsvektors pQE-8 (Qiagen) inseriert. Es 
wurde das Expressionsplasmid pQ/wnt-l erhalten. Ein solches kodiert fur ein 
Fusionsprotein aus 6 Histidin-Resten (N-Terminuspartner) und einem erfindungs- 
gema&en (wnt-l) (C-Terminuspartner). pQ/wnt-l wurde zur Transformation von 

15 E.coli SG 13009<vgl. Gottesman, S. et al., J. Bacteriol. 148, (1981), 265-273) 
verwendet. Die Bakterien wurden in einem LB-Medium mit 100//g/ml Ampicillin 
und 25/yg/ml Kanamycin kultiviert und 4 h mit 60//M lsopropyl.-&-D-Thiogalacto- 
pyranosid (IPTG) induziert. Durch Zugabe von 6 M Guanidinhydrochiorid wurde 
eine Lyse.der Bakterien erreicht, anschiieGend wurde mit dem Lysat eine Chro- 

20 matographie (Ni-NTA-Resin) in Gegenwart von 8 M Harnstoff entsprechend der 
Angaben des Herstellers (Diagen) des Chromatographie-Materials durchgefuhrt. 
Das gebundene Fusionsprotein wurde in einem Puffer mit pH 3,5 ejuiert. Nach 
seiner Neutralisierung wurde das Fusionsprotein einer 1 8 % SDS-Polyacrytamid- 
Gelelektrophorese unterworfen und mit Coomassie-Blau angefarbt (vgl. Thomas, 

25 J.O. und Komberg, R.D., J.Mol.Biol. 149 (1975), 709-733). 

Es zeigte sich, daB ein erfindungsgemaSes (Fusions)protein in hochreiner Form 
hergestellt werden kann. 

30 Beispiel 2: Herstellung und Nachweis eines erfindungsgemi&en Antikorpers 
Ein erf indungsgemaBes Fusionsprotein von Beispiel 1 wurde einer 1 8 % SDS- 
Polyacrylamid-Gelelektrophoreseunterzogen. Nach Anfarbung des Gels mit 4 M 
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Natriumacetat wurde eine ca. 40 kD Bande aus dem Ge! herausgeschnitten und 
in Phosphat gepufferter Kochsalzlosung inkubiert. Gel-Stucke warden sedimen- 
tiert, bevor die Proteinkonzentration des Uberstandes durch eine SDS-Poly- 
acrylamid-Gelelektrophorese, der eine Coomassie-Blau-Farbung f olgte, bestimmt 
wurde. Mit dem Gel-gereinigten Fusionsprotein wurden Tiere wie fotgt immuni- 
siert: 



Immunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Kaninchen 

Pro Immunisierung wurden 35/;g Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,7 ml PBS 

und 0,7 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 

Tag O: 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 14: 2. Immunisierung {inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

Tag 28: 3. Immunisierung (icFA) 

Tag 56: 4. Immunisierung (icFA) 

Tag 80: Ausbluten 

Das Serum des Kaninchens wurde im Immunoblot getestet. Hierzu wurde ein 
erfindungsgemafces Fusionsprotein von Beispiel 1 einer SDS-Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese unterzogen und auf ein Nitrocellulosefilter ubertragen (vgl. 
Khyse-Andersen, J., J. Biochem. Biophys. Meth. 10, (1984), 203-209). Die 
Western Blot-Analyse wurde wie in Bock, C.-T. et aL, Virus Genes 8, (1994), 
215-229, beschrieben, durchgefuhrt. Hierzu wurde das Nitrocellulosefilter eine 
Stunde bei 37 °C mit einem ersten Antikorper inkubiert. Dieser Antikorper war 
das Serum des Kaninchens (1:10000 in PBS). Nach mehreren Waschschritten 
mit PBS wurde das Nitrocellulosefilter mit einem zweiten Antikorper inkubiert. 
Dieser Antikorper war ein mit aikaiischer Phosphatase gekoppelter monoklonaler 
Ziege Anti-Kaninchen-lgG-Antikdrper (Dianova) (1:5000) in PBS. Nach 30- 
minutiger Inkubation bei 37 °C folgten mehrere Waschschritte mit PBS und 
anschlie&end die alkalische Phosphatase-Nachweisreaktion mit Entwicklerldsung 
(36a/M 5' Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat, AOOyM Nitroblau-tetrazolium, 
100mM Tris-HCI, pH 9.5, 100 mM NaCI, 5 mM MgCI 2 ) bei Raumtemperatur, bis 
Banden sichtbar waren. 
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Es zeigte sich, dafc erfindungsgemafce, polyklonale Antikorper hergestellt werden 
konnen. 

Immunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Huhn 

5 Pro Immunisierung wurden AOjjq Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,8 mi PBS 
und 0,8 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 

Tag 0. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 28; 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 
10 Tag 50: 3. Immunisierung (icFA) 

Aus Eigelb wurden Antikorper extrahiert und im Western Blot getestet. Es 
wurden erfindungsgem§&e, polyklonale Antikorper nachgewiesen. 

1 5 Immunisierungsprotokoll fur monoklonale Antikorper der Maus 

Pro immunisierung wurden 12//g Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,25 ml PBS 
und 0,25 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt; bei 
der 4. Immunisierung war das Fusionsprotein in 0,5 ml (ohne Adjuvans) gelost. 

20 . Tag 0. 1 . Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 



25 



Tag 28 
Tag 56 
Tag 84 
Tag 87 



2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

3. Immunisierung (icFA) 

4. Immunisierung (PBS) 
Fusion 



Uberstande von Hybridomen wurden im Western Blot getestet. Erfindungs- 
gemaGe, monoklonale Antikorper wurden nachgewiesen. 
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Patentanspruche 

5 1 . Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs, wobei das Protein zumindest eine 

der in Fig. 1 angegebenen Aminosaure-Konsensus-Sequenzen I una II 
umfafct. 

2. Protein nach Anspruch 1, wobei das Protein die Aminosaure-Konsensus- 
10 Sequenzen I und II umfafct. 

3. DNA, kodierend fur das Protein nach Anspruch 1 oder 2. 

4. DNA nach Anspruch 3, wobei die DNA umfa&t: 

15 (a) die DNA von Fig. 2 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Ba- 

senpaare unterschiedliche DNA, 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA oder 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten geneti- 
schen Code verwandte DNA. 

20 

5. Expressionsplasmid, umfassend die DNA nach Anspruch 3 oder 4. 

6. Transformante, enthaltend das Expressionsplasmid nach Anspruch 5. 

25 7. Verfahren zur Herstellung des Proteins nach Anspruch 1 oder 2, umfas- 
send die Kultivierung der Transformante nach Anspruch 6 unter geeigne- 
ten Bedingungen. 



30 



8. Antikorper, gerichtet gegen das Protein nach Anspruch 1 oder 2. 

9. Verwendung des Proteins nach Anspruch 1 oder 2 als Reagens zur Dia- 
gnose und/oder Therapie. 



W ° 99/22000 PCT/DE98/031S5 

- 13 - 

1 0. Verwendung der DNA nach Anspruch 3 Oder 4 als Reagens zur Diagnose 
und/oder Therapie. 
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3 EC UEN 2 P ROTO KO LL 



f : ) A1LGEMEINE ANGA3EN : 
ANMELDER: 

',A* NAME : Deutsches Krebsf orschungszencrum 
(3> STRASSE: im Neusnheimer Feld 280 
'C: ORT: Heidelberg 
(Z: LAND: Deutschland 
PCSTLZIT2AHL : 5?i20 

(;. : 5E2EICHNUNG DER ERFINTJUNG : : r.hic i corproie in des wni - Signa Iw-gs 

s'iii: ANZAKL DER SEQCJEN2EN : 1 

(iv j C0MP7TER- LESBARE FAS SUNG : 

(A: DATENTRAGER: Flccoy disk 
(B; COMPUTER: IBM ?- compacib-e 
«*CJ 3ETRIEBSSYSTEM : PC-DOS/MS -DOS 

(D' SOFTWARE: PatenzZr. Release «1.C, Version Si. 30 (EPA) 

«v? DATEX DER VORANMELDUNG : 

ANKZLDENUMMER : DE 15 74 74 IS.? 

(2) ANGABEN Z" S2Q ID NO: 1: 

ii* SEQUZNZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1297 Basenoaare 

iS) ART: Nucleocid 

(C) STRANG FORM: Einzeistrang 

{D: '70POLOGIE: linear 

'.it) ART DES MOLEKtJLS : Genom-DNA 

HYPCTHETISCH: NEIN 
it'.') ANTI SENSE: NEIN 



(xi: SECUZNZBESCHREIBUNG : 3 EG; ID NO: 1: 



GACAGT CGGA 


GCCGGCGCTG 


CAGCATCAAA 


GGGACTTATC 


TTGGAGGACT 


TGTGAATTCT 




CATCCT3CCA 


TT3TGGTTAC 


TGAGTCTGGT 


TGGACAGA3G 


AATGGG CAGC 


AACATGTTCG 


12C 


CGGTGCCTCT 


TATTGTCTTT 


TGGGGTTTTA 


TCTTGGATGG 


GGCACTTGGC 


TTTGTCATGA 


18C 


TGACCAAC7C 


CAACTCCATC 


AAGAATGTSC 


C3GCGGCACC 


AGCAGGTCAG 


CCCATTGGCT 


240 


ACTACCCTGT 


GAGCGTCAGT 


CCGGACTCCC 


TATATGATAT 


TGCCAACAAG 


TACCAACCTC 


30C 


7GGATC-CCTA 


CCCGCTCTAC 


AGTTGCAC33 


AAGATGATGA 


CTGT3CCCTT 


GATGAATTCT 


36C 


GTCACAGTTC 


CAGAAACGGC 


AACTCTCTGG 


TTTGCTTGGC 


ATGCCGGAAA 


CGCAGAAAGC 


42C 


3TTGCC7GAG 


GGACGCCATG 


TGCTGCACAG 


GCAACTACTG 


TAGCAAC3GA 


ATTTGTGTCC 


48C 


CTGTGGAGCA 


A3ATCAAGAG 


CGCTTCCAAC 


ACCAGGGA7A 


CCTGGAAGAA 


ACCATTCTGG 


54-1 


AAAACTATAA 


TAA7GCTGAT 


CATGCAACAA 


TGGATACTCA 


TTCCAAATTA 


ACCACGTCCC 


60C 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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72C 
750 
3 4 : 



2 

7AT77GGAAT 3CAGCCC7TT AAAGGCCGTG ATGGTGATGT TTGCCTCCGA 7CAACTGACT 

37GC3CCAGG TCTATGCTGT GCCCGTCA7T TCTGGTCAAA GATCT3CAAG GCGG7CC7TG 

A7GAAGGCCA AGTGTGCACC AAGCACAGGA GGAAAGGCTC TCACGGGCTA GAGA7TTTCC 

AGC377G7CA 77GGGGTGCC GGACTCTCGT GCCGGTTACA GAAAGGAGAA TTTACAACTG 

T333TAAAAC ATCGAGACTT CACACTTGCC AAAGACACTA ACCGACGCC7 ACAGAGCCTG ~C C 

AAGGACC7TC TCTAAATTAA GCTAATTAAG ACT77GCTAC CTCCA73TTA 77T7CTCAG7 HC 

77ACA7GAAG 7GCTCTGGTC TTCCC7GAAC CCGGAAGCTG CGCAAC7TG7 T7CT7TTTTT 1C2 0 

OAGGAACTTC CTAATTAATG CTAAT7ACAG TAAA7TACTG 7C77G7AAA7 ACTACGCAAG 10 ec 

jAGAZCTGTA AAAACTGTAA ATACCCGTGT A7AGAAAGTG 7ACATGA7C7 7C7C7ATTGT 114 0 

AACCTGCCAC C77GTACATT CCGACGCGCT CTTCCCTTTT 7ATATATATA TATA7ATAAA 12 OC 

7A7A7A77A7 AT7ATGTAGA GTTTACG7C7 AGTATGTCTG TATT777AA7 7GAAA7AAAA 12 5 0 

C AT7T CT AAA CTTAAAAACA AAAAAAAAAA AAAAAAA i2 " 

12: ANGA3E.V ZU SEQ ID NO : 2: 

: 1 : SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) 1ANGE: 881 Basenoaare 
(3) ART: Nucleocid 
(C) STRANG FORM : Einzslscrang 
O) TOPOLOGIE: linear 

til: ART ZZS MOLEKULS: Genom-DNA 

;iii: KYPOTHETISCK: NEIN 

:iv ANT I SENSE : NEIN 



(xi. SEQUiNZBESCHREIBUNG : SEQ ID NC : 2: 



73CAG3CA73 


AACAAGGACT 


GGGTTCGGCG 


GGAGTGAGAA 


GGGCAAAAGC 


GTGGGGCAGG 


6 0 


CCTACCCTTG 


CAGCAGTGAT 


AAGGAATGTG 


AAGTTGGAAG 


ATA CTGCCAC 


AGTCCCCACC 


12C 


AAGGTTCATC 


AGCCTGCATG 


CTCTGTAGGA 


GGAAAAAGAA 


ACGATGCGAC 


AGAGATGGGA 


180 


TG7GTTGCCC 


TGGTACCCGC 


TGCAATAATG 


GAATCTGCAT 


CCCAGTCACT 


GAGAGCATCC 


240 


7CACCCCACA 


TATCCCAGCT 


CTGGATGGCA 


CCCGGCATAG 


AGATCGCAAC 


CATGGTCACT 


30C 


ATTCGAACCA 


TGACCTGGGA 


TGGCAGAATC 


TAGGAAGGCC 


ACACTCCAAG 


ATGCCTCATA 


360 


7AAAAGGACA 


TGAAGGAGAC 


CCATGCCTAC 


GGTCATCAGA 


CTGCATTGAT 


GGG TTTTGTT 


420 


3 TG CTCG C CA 


CTTCTGGACC 


AAAATCTGCA 


AACCAGTGCT 


C CATCA'VNaww 


GAAGTCTGTA 


46C 


CCAAACAACG 


CAAGAAGGGT 


TCGCACGGGC 


TGGAGATTTT 


CCAGAGGTGT 


GACTGTGCAA 


540 


AGGGCC7GTC 


CTSCAAAGTG 


TGGAAAGATG 


GCACCTACTC 


TTCCAAAGCC 


AGACTCCATG 


S0C 


TATGCCAGAA 


GATCTGATAA 


ACACTGGAAG 


AGTCATCACT 


AGCAGACTGT 


GAATTTGTGT 


SoC 



ERSATZBLATT (RI§it fflf 



WO 99/22000 



PCT/DE98/03155 



3 

ATTTAATGCA T7ATGGCATG ATGGAAACCT GGAT7GGAAT GC3GAAGAA7 GAGGGATGTG 7 20 

■JTAAGAATGT GGAGCAGAAG AGGGCAGGAC TGAATCAAGT AGAGTC3ACA ACAACCAAAG 7 8 C 

7ACTACCACT GCTTCCGT7A 7GTGCCTCAT C7ATGTAAAT AATGTACACA TTTGTGAAAA 84 C 

TGCTATTATT AAAAGAAAGC ACACCATGGA AATTACAAAA A 38 ; 

x2) ANGA3EN ZU 3EQ ID NO: 3: 

: : • SEQ'JENZKENNZSICHEN: 

(A) LANG! : 1225 Basenoaare 
(5/ ART: Nucleocid 

(C) 5TRANGFORW: Einzelscrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii! ART DES MOLEXULS : Genom-DNA 
(iii) HYPOTSETISCH: NEIN 
iiv. ANT I SENSE : NEIN 



(xi; 5EQUEKZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

GACCCACGCG TCCGTGCCTG TTTGCGTCCT TCGGAGATGA TGGT7GTGTG TGCACCGGCA SC 

GCTGTCCGGT 7CTTGGCCGT GTTTACAATG ATGGCTCTCT GCAGCCTCCC TCTGCTAGGA 120 

GCCAGT3CCA CCTTGAACTC AGTTCTCATC AATTCCAACC- CGATCAAGAA CCTGCCCCCA ISC 

CCGCTGGGTG GTGCTGGGGG GCAGCCGGGC .TCTGCTGTCA GTGTGGCGCC GGGAGTTCTC 2kZ 

TATGAGGGCG GGAACAAGTA CCAGACTCTT GACAACTACC AGCCCTACCC TTGCGCTGAA 3 0C 

GATGAGGAGT GCGGCTCTGA CGAGTACTGC TCCAGCCCCA GCCGCGGGGC AGCCGGCGTC 56C 

GGAGGT37AC AGA7CTGTC7 GGCTTGCCGA AAGCGCAGGA AGCGCTGCAT GACGCACGCT 42C 

ATGTGCTGCC CC3GGAAC7A CTGCAAAAAT GGAATATGCA TGCCCTrTGA CCACAGCCA7 45C 

T77CC7CGAG GGGAAATTGA GGAAAGCATC ATTGAAAACC TTGG7AA7GA CCACAACGCC 54 C 

GCCGCGGGGG ATGGATATCC CAGAAGAACC ACACTGACTT CAAAAA7ATA TCACACCAAA 5 C C 

GGACAAGAAG GCTCCGTCTG CCTCCGATCA TCAGACTGTG CCGCAGG3CT GTGTTGTGCA 5£C 

AGACACTTCT GGTCCAAGAT CTGTAAACCT GTCCTTAAAG AAGG7CAGGT GTGCACCAAG 72: 

CACAAACGGA AAGGCTCCCA CGGGCTGGAG ATATTCCAGC GCTGTTACTG CGGGGAACGC 780 

CTGGCTTGCA GGATACAGAA AGATCACCAT CAAGCCAGCA ATTCTTCTAG GCTCCACACC 34 C 

TGCCAGAGAC AC7AAACCGA CAGTCTAAAT ATGATGGACT CTTTTTATCT AATATATGCT 9CC 

ACGAAAATCC TT7ATGA77T GTCAGCTCAA TCCCAAGCAT GTAGGAATCT 7CAGTGTCTA 5*: 

ATTAAGCATT CCGACAATAC TTTCCAAAAG CTCTGGAGTG 7AAGGACTTT GTTTCTTGAT 102 C 

GGAACTCCCC TGTGATTGCA GTAAATTACT GTGTTGTAAA TCCTCAGTGT GGCACTTACC 106: 

TGTAAATGCA GC AAAACTTT TAATTATTTT T7TAGAGGTG 7GGTACATTG CCTTGTTTCT 114C 
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CTTGCATGTA AATTTTTTTT GTACACGGTT GATTGTCTTG ACT CAT AAA? ATTCTATATT 

3 GAG TAG AAA AAAAAAAAAA AAAAAA 

.1 ANGABEN ZV SEQ ID NO: 4: 

.Li SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A! 1ANGE : 768 Basenoaare 
(3) ART: Nucleocid 
(C) STRANG FORM : Einzelstrang 
O) TOPOLCGIE: linear 

<ii) ART CES MOLEKULS: Genom-DNA 

(in 1 HYP0TKE7I5CK : NEIN 

(:vi AN7ISENSE: NEIN 



12 0 0 
122€ 



(xi) SEQUENZBESCKREI3UNG: SEQ ID NC : 4: 



ATACGAC7GA 


CTATAGGGAA 


TTTGGCCCTC 


GAGGCCAAGA 


ATTCGGCACG 


AGGGTTGGGA 


O J 


GGTATTGCCA 


CAGTCCCCAC 


CAAGGATCAT 


C3GCCTGCAT 


GGTGTGTCGG 


AGAAAAAAGA 


12: 


AGCGCTGCCA 


CCGAGATGGC 


ATGTCC7GCC 


CCAGTACCCG 


CTGCAATAAT 


GGCATCTGTA 


180 


TCCCAGTTAC 


TGAAAGCATC 


TTAACCCCTC 


ACATCCCGGC 


TCTGGATGGT 


ACTCGGCACA 


240 


3 AG AT CG AAA 


CCACGGTCAT 


TACTCAAACC 


ATGACTTGGG 


ATGGCAGAAT 


CTAGGAAGAC 


300 


CACACACTAA 


GATGTCACAT 


ATAAAAGGGC 


ATGAAGGAGA 


CCCCTGCCTA 


CGATCATCAG 


35: 


ACTGCATTGA 


AG-GGTTTTGC 


TGTGCTCGTC 


ATTTCTGGAC 


CAAAATCTGC 


AAACCAGTGC 


420 


TCCATCAGGG 


GGAAGTCTGT 


ACCAAACAAC 


GCAAGAAGGG 


TT CTCATGGG 


CTGGAAATT7 


480 


TCCAGCG7TG 


CGACTGTGCG 


AAGGGCCTGT 


CTTGCAAAGT 


ATGGAAAGAT 


GCCACCTACT 


540 


GCTCCAAAGC 


CAGACTCCAT 


GTGTGTCAGA 


AAATTTGATC 


ACCATTGAGG 


AACATCATCA 


oOC 


ATTGCAGACT 


GTGAAGTTGT 


GTATTTAATG 


CATTATAGCA 


TGGTGGAAAA 


TAAGGTTCAG 


6 6 C 


ATGCAGAAGA 


ATGGCTAAAA 


TAAGAAACGT 


GATAAGAATA 


TAGATGATCA 


CAAAAAAAAA 


72C 


AAAAAAAAAG 


AT3CGGCCGC 


AAGCTTATTC 


CCTTTAGTGA 


GGGTTAAT 




7cS 


;2! ANGAfiEN ZU SEQ ID 


NO: 5: 











i i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A; LAMGE : 828 BasenDaare 
(B) ART: Nucleocid 
(CJ STRANGFORM: Einielscrang 
ID! TOPOLOGIS: linear 

(ii; ART 2ZS MOLEKULS: Geticm-DNA 

(iii) HYFCTHETISCH: NEIN 

(iv; ANTI SENSE: NEIN 
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(Xi) SEQUENZBESCHRE IBUNG : SEO ID NO: 5: 

7GGCCCCGCA CGCCAAAAAT TCGGCACGAG GGTCTGGCAC TCAGAGGATG 77CTGACCT7 SC 

3AAAGGGTCC 7A77TGGAGA CGAGGGAGTA CAACGTGCTG AATGTGTGCG GTTCAGGGAG 12 0 

CA777GG7AA CCC7GCATTT GGGAGCAGTG GGCACTAACC GGTTTTGGAG AGGTGGACAC 130 

A7AAGGAC7G TGATCAGCGC CCGGCTCCAA GAGGGCGGGT ACCTGGACC7 C7GGGTCCCT 24: 

CACCC7C7CC CCGAACCCTT CCCACAGCCG 7ACCCGTGCG CAGAGGACGA GGAGTGCGGC 3 0: 

ACTGA7GAG7 AC7GCGC7AC 7CCCACCCCG CGGAGGGGAC CGCCGGCCG7 GCAAA7CTG7 36: 

77CGCC7GCA GGAAGCGCCG AAAACGCTGC A7GCG7CACG CTATGTGCTG C7CCGGGAAT ±2C 

7ACTGCAAAA A7GGAA7ATG TGTGTCTTCT GA7CAAAA7C A777CCGAGG AGAAA7TGAG 4 3C 

GAAACCA7CA G7GAAAGCTT TGGTAATGA7 CATAGCACCT TGGA7GGGTA 7TCCAGAAGA 54 C 

ACCACC7TG7 C77CAAAAAT GTATCACACC AAAGGACAAC- AAGG7T77C7 77GTCTCCGG SOC 

7CATCAGAC7 G7GCC7CAGG ATTGTGTTG7 GCTAGACACT TCTGGTCCAA 3A7CTG7AAA 66 C 

CCTGTCCTGA AAGAAGG7CA AGTGTGTACC AAGCATAGGA GAAAAGGCTC 7CATGGACTA 720 

GAAATATTCC AGCGTTGTTA CTGTGGAGAA GGTCTGTCTT GCCGGA7ACA GAAAGA7CAC 78 0 

CA7CAAGCCA G7AA7TCTTC TAGGCTTCAC ACTTCTCAGA GACAC7AA 32 6 

(2) ANGASSN ZU SEQ ID NO: 6: 

ii- SEQUZNZKENNZEICHEN : 

(A) LANGS : 432 Basenoaare 
(5) ART: Nucleotid 
(CJ S TRANSFORM : Einzelstrang 
(D) 70POLOGIE: linear 

(ii: ART ZZS MOLEKULS: Genom-DNA 

(ill; HYP07HETISCH : NSIN 

(iv! AKTI SENSE: NEIN 



(xi! SEQUENZBESCHREIBUNG : SEC 10 NO; 6: 

GCGGTGGCGG CCGCTCTAGA ATAGTGGATC CCCCGGGCTG CAGGAA7TCG 3CACGAGCGG 50 

CTGCGGC-C3C AGAGCGGAGA TGCAGCGGCT TGGGCCACCC TGCTG7GCC7 3CT3CTGGCG 120 

GCGGCGG7CC CCACGGCCCC CGCGCCCGCT CCGACGGCGA CCTCGGCTCC AGTCAAGCCC 130 

GGCCCGGCTC TCAGCTACCC GCAGGAGGAG GCCACCCTCA A7GAGATG77 CCGCGGGTGA 240 

GGAACTGATG GAGGACACGC AGCACAAATT GC3CAGCGCG GTGGAAGAGA 7GGAGGCAGA 330 

AGAAGC7GC7 GC7AAAGCAA TCATCAGAAG TGAACCTGGC AAACT7ACC7 GCCAGCTATC 350 

ACAATGAGAC CAACACAGAC ACGAAGGTTG GAAATAATAA CCATCCATG7 GCACCGAGAA 4 20 

ATTCACAAG7 TT 4 32 
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;2) ANGAB2N ZU SZQ ID NO: 7: 

(I) 5ECUEN2KENNZEICKEN: 

^ A] LANGE: 1383 Basenpaare 
'31 AST: Nucleocid 
■C) STRANGFORM : Einzelstrang 
(D) TCPOLOGIE: lineai 

Hi) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

iiul HYPCTHETISCH: NE IN 

::v) ANT I SENSE : NEIN 



■xi 1 SSQUENZBESCHREIBUNG: SZQ ID NO: 7 : 



CGGCGAGCGG 


CAGCGGCGGC 


TGAGGAGCGC 


CGGGGATGCG 


GCGGGGAGAG 


GGACCGGCGC 


6C 


CGCGGCGGCG 


ATGGCTGCTG 


CTGTTGGCCG 


TGCTGGCGGC 


TCTGTGCTGC 


GCCGCGGCCG 


12C 


GGAG COG CGG 


GCGGCGG CGA 


GCGGCCAGCC 


T3GGCGAGAT 


GCTGCGGGAG 


GTGGAGGCGC 


18C 


TGATGGAGGA 


CACGCAGCAC 


AAGCTGCGCA 


ACGCCGTGCA 


GGAGATGGAA 


GCTGAAGAAG 


240 


AAGGGGCAAA 


AAAACTGTCA 


GAAGTAAACT 


TTGAAAACTT 


ACCTCCCACC 


TACCA7AATG 


300 


AGTCCAACAC 


AGAAACCAGA 


ATTGGTAATA 


AAACTGTTCA 


GACTCATCAA 


GAAATTGATA 


360 


AGGTTACAGA 


TAACAGAACT 


GGATCAACAA 


TTTTTTCCGA 


GACAATTATT 


ACATCTATAA 


420 


AGGGTGGAGA 


AAACAAAAGA 


AATCATGAGT 


GTATCATTGA 


TGAAGACTGT 


GAAACAGGAA 


480 


AGTATTGCCA 


GTTCTCCACC 


TTTGAATACA 


AG7GTCAGCC 


CTGTAAAACC 


CAGCATACAC 


540 


ACTGCTCACG 


AGATGTTGAA 


TGCTGC3GAG 


ACCAGCTTTG 


TGTTTGGGGT 


GAGTGCAGGA 


SOC 


AAGCCACTTC 


AAGAGGAGAA 


AATGGTACCA 


TTTGTGAGAA 


CCAACATGAC 


TGCAACCCAG 


660 


GAACGTGCTG 


TGCTTTTCAG 


AAAGAACTGC 


TGTTTCCTGT 


GTGCACTCCG 


TTACCCGAAG 


720 


AAGGTGAACC 


TTGCCATGAT 


CCTTCAAACA 


GACTTCTCAA 


CCTGATCACC 


TGGGAACTGG 


73C 


AACCTGATGG 


AGTACTAGAG 


CGCTGCCCAT 


GTGCAAGTGG 


CTTGA7CTGC 


CAACCTCAGA 


64 ; 


. GCAGCCACAC 


TACTACATCT 


GTGTGTGAAC 


TGTCCTCCAA 


TGAAACCAGG 


AAAAACGAAA 


900 


AAGAAGA7CC 


CTTGAACATG 


GATGAGATGC 


CATTTATCAG 


TTTAATACCC 


AGAGATATTC 


960 


TTTCTGATTA 


CGAAGAAAGC 


AGCGTCA7TC 


AGGAAGTGCG 


TAAAGAATTA 


GAAAGCCTGG 


1020 


AGGACCAAGC 


AGG7GTGAAG 


TCTGAGCATG 


ACCCGGCTCA 


TGACCTATTT 


CTGGGAGATG 


1030 


AAATATGAAG 


T7CAAACACC 


AGTTTAGTTA 


GTCCTAGAAA 






114C 


TACATACACC 


CTTAACAGAT 


ACTGCTGGAT 


AGAAGTGCAA 


TAAACATCTT 


CATTGAGCAT 


1200 


CCGTTTTCGT 


GCACCAAACC 


TGCATGTTCA 


AATTCATGTT 


GAATTCACTC 


AATCTTTGGA 


1260 


CCAAACTTTC 


CATCAAAGAC 


AAATGAGAAA 


GCCATCACTC 


TTTCCTTTGG 


ATTAATCCTT 


1320 


TCCTTTOTAC 


AGCAGAAATA 


AACGTATCAG 


TAC7CGTAC7 


CATTAAAAAA 


ACACACGGAG 


13SC 
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8«tr. Anapnjcn Mr: 
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sol odaf dta aua ainam andaran paaondaran Grund angagaban tat (mm 
auagatuM) 
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iniw..tationaies Ataenxeichen 
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Feid i Semertcungen zu den Anspruchen!"<Se^£n~a7s nicnt recfiefcnierear erwiesen natjen (Fortsetzung von Punkt 2 au* Blatt 



4> 



Gemafi 4atcei ' 7[2)a) wurde aus foigenoen Grunaen fur bestlmmte AnsprOche ketn Recnercnenoencht an; tent: 
1 [Y] Anspruche Nr. 

s.e s<ch auf Gegenstande oezienen, zu doren fiecnercne die Behdrde ntcht verpflichtet ist na/nlfch 

Bemerkung: Obwohl die Anspriiche 9,10, insoweit bezohen auf ein in Vivo Ver- 
fahren sich auf ein Verfahren zur Behandlung des menschl ichen/tieri schen 
Kbrpers beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete sich 
auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

2. | | AnsprOche Nr. 

weii sie stch auf Teile der mternabonaien Anmeidung beziehen, die den vorgeschnebenen Anforderungen $o wemg entsprechen. 
dafl erne sinnvoiie international Recherche ntcht curcngefuhrt warden kann. namlich 



3. | AnsprucheNr. 

weti es sich dabei urn abhangige Anspriiche hanoelt. die ntcht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 8.4 a) abgefaftt sind. 

Feld II BemerKungen Dei mangeinder Einheitticnkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 
Die Internationale Recherc^enbenorda hat festgestett. da/3 diese mternatenaJe Anmeidung mehrere Erftndungen enthatc 



1 . I I Da der Anmetder aNe erfordertichen zusatzfichen Recherchengebuhren racmzettig entnchtet hat. erstreekt sen dieser 
1 — i Internationale Recherchenbencht auf alle recherchterbaran Anspriiche. 

2 I | Oa fur alle recherchierba/en Anspnjche die Recherche ohne einen Arbettsaufwand durchgefuhrt werden konnte. der erne 
" I — I zusatzhche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte. hat die BehcYde rWcht zur ZaNung einer tofchen Gebuhr autgefordert 



3. I 1 Oa der AnmtWer nur einige der erfordertichen zusatztichen RecherchengebCihren rechtzeitig entrtchtit hat. erstrecKt stch dieser 
I — 1 Internationale Recherchenbertcht nur auf die AnsprOche. fur die Gebuhren entnchtet worden sind, namlich auf die 
Anspruche Nr. 



4. Der AnmeWer hat die erforderttchen zusatzlichen RecherchengebOhren n»cnt rechtrertg entnchtet. Oer Internationale Recher- 
— chenbencht besctvanw sich oaher auf die in den Ansprilchen zuentf erwahnte Erfndung; dies* at in (oigenden Anspruchen er- 

fafit: 



Befflerlrungen h in tich filch ein«« Wlderspnichs P] Oie zusatzichen Gebuhren wurden vom AnmeWer unter Wderspruch gezaWt 

| | Oie ZahJung zusatzltcher Re<^rcMngebuhren ertoigte ohne Widerspruch. 
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